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1. Resumen

Los hongos del género Metarhizium son efectivos para controlar poblaciones de
insectos considerados plaga o vector de plagas. Una de las limitantes para ¢l uso de
estos microorganismos es la produccion de conidios a gran escala. Regularmente, los
conidios se producen en bolsas de plastico usando arroz como sustrato (con capacidad
de 0.250 a 1 kg). El proceso tradicional presenta inconvenientes como: requerimiento
dc intensa mano dc¢ obra, baja reproducibilidad, deficiente monitoreo y control del
proceso. En estudios previos realizados en biorreactores aireados de columna empacada
de pequeiia cscala sc han comprobado beneficios en términos de produccion y
reproducibilidad; sin embargo, para su implementacion es necesario aumentar su escala.
Por ello, en este trabajo se determinaron las condiciones para producir conidios de M.
robertsii en biorreactores de columna de escala intermedia y se compararon los
rendimientos de produccion con los obtenidos en cultivos en bolsas y charolas. Para
ello, se evalud la produccion de conidios de M. robertsii bajo diferentes condiciones de
operacion. Se determind el efecto de diferentes parametros de operacidn como:
temperatura de incubacion (26, 28, 30 y 32°C), tipo de aireacion (natural o forzada),
intensidad de amreacion (0.16, 0.33, 0.66, 0.96 y 1.28 VKGM) y relacion L/D (7.5,4.2 y
3.3) sobre la produccion de conidios en columna empacada de pequeila escala. Bajo las
condiciones de temperatura de incubacion de 30°C, suministro de aireacion forzada de
0.16 a 0.66 VKGM vy la relacion L/D de 7.5 se obtuvo el mayor rendimiento de
esporulacion (hasta 2.06 x 10° conidios/gms). Estas condiciones se utilizaron (aireacion
0.16 VKGM) para operar biorreactores de columna empacada de escala intermedia
(1700 g de arroz seco). La produccion de conidios a los 7 dias de fermentacion fue
comparada con la obtenida c¢n biorrcactores de bolsa y biorrcactores de charolas. Los
biorreactores de columna presentaron mayor rendimiento de produccién en
comparacion con las bolsas (aprox. 30%). Sin embargo, la produccién de conidios y de
CO, disminuyeron significativamente en comparacion con su similar de pequena escala.
Este efecto se debid a la acumulacion de calor, teniendo como prospectiva de solucion
el incremento del flujo de aireacion y/o aumentar la humedad inicial del sustrato. El
control dec la temperatura en ¢l proceso permitira aumentar el rendimiento de

produccion en biorreactores de escala intermedia.
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2. Introduccion

Dentro de los organismos utilizados en control biologico se encuentran los hongos
entomopatogenos del género Metarhizium; los cuales son de los mas utilizados como
bioplaguicidas (Sun et al., 2002) y tienen la capacidad de infectar insectos de diferentes
ordenes (Zimmermann, 1993; Garcia y Mier, 2010; Kamp y Bidochka, 2002). En su ciclo
infectivo los conidios de estos hongos son capaces de adherirse a la cuticula del insecto por
interacciones hidrofobicas (Jeffs y Khachatourians, 1997). Esta propicdad de los conidios
los ha convertido en el principal componente de las formulaciones comerciales. Entre ellas
figuran los sustratos colonizados, polvos humectables y dispersiones olcosas (Faria y
Wraigth, 2007). Los conidios utilizados cn cstas formulaciones son producidos por
fermentacion de sustrato s6lido (Arzumanov et al., 2005). A nivel industrial, el proceso de
produccion se realiza utilizando bolsas de plastico con capacidad de 0.250 hasta 1 kg de
arroz hiimedo con un tiempo de fermentacion que varia de 8 a 13 dias (Cherry et al., 1999).
Este proceso requiere de intensa mano de obra, presenta baja reproducibilidad y carece de
parametros que permitan el monitoreo y control de proceso. Por lo que, el disefio de
procesos controlados con buenos rendimientos de produccion de conidios representa un
reto actual en la produccion de bioinsecticidas formulados por hongos del género
Metarhizium. El uso de biorreactores aireados que puedan aumentar de escala podria
contribuir a estc problema. Algunos grupos de investigacion han estudiado cste tipo de
biorreactores evaluando el efecto que tienen parametros como la composicion del medio
solido, actividad de agua, densidad de empaque, gradientes de temperatura y la aireacion
natural y forzada sobre la produccion de conidios (Arzumanov ef al., 2005; Dorta y Arcas,
1998; Dorta et al., 1990; Dorta et al., 1996); sin embargo, el estudio de pardmetros de
disenio y operacion y su implementacion en la produccion de conidios en biorreactores de
aircados dc escala intermedia; asi como, la comparacion de rendimientos de produccion con

cultivos tradicionales, han sido escasamente abordados.

En este trabajo se estudi el efecto de diferentes parametros de disefio y operacion para la
produccion de conidios en biorreactor aireado de columna empacada de pequefia escala
sobre el desarrollo del microorganismo Metarhizium robertsii y la produccion de conidios.

Los parametros evaluados son: temperatura de incubacién, aireacion y rclacion L/D
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(longitud/diametro). Se utilizaron los criterios obtenidos en el estudio en pequena escala
para operar biorreactores de columna empacada de escala intermedia. Se compard la
produccion de conidios con biorreactores de bolsa y charolas, a manera de evaluar la
viabilidad de utilizar biorreactores aireados de columna cmpacada para la produccion de

conidios a gran escala.

3. Revision bibliografica

3.1 Marco de referencia
El marco de referencia se dividira en dos partes: en la primera, se aborda la relevancia,
contribucidn y problemdtica del sector agropecuario en México, reconociendo las
afectaciones causadas por plagas y el uso de sustancias quimicas para su combate. En la
segunda parte se analiza el entorno del control bioldgico en México. Se abordara el uso y
comercializacion de los hongos entomopatdgenos del género Metarhizium y los procesos

de produccidn de conidios de estos hongos a nivel internacional.

3.1.1. Relevancia y contribucion del sector agropecuario en México
Las actividades del sector agropecuario mexicano son consideradas en términos de la
Secretaria de Economia como parte del sector econdmico primario del pais (agricultura,
cria y explotacion de animales, aprovechamiento forestal, pesca, caza y captura) y en su
mayoria son llevadas a cabo en un segmento demografico denominado sector rural

(INEGI, 2007).

3.1.1.2 Sector rural en México

El sector rural mexicano esta caracterizado por dos criterios: el INEGI (2005) sefiala que el
sector esta conformado por localidades de hasta 2500 habitantes, las cuales representan el
98% del total de localidades y el 23.2% de la poblacion total del pais (26 millones de
personas) en el ano 2010 (Tabla 1). Por su lado la Organizacién para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos considera como sector rural de México a las poblaciones que

cuentan con menos de 15,000 habitantes (OCDE, 2007); siendo éstas en el 2010, 99.7% de
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las localidades del pais, englobando al 37,5% de la poblacion total de México en el 2010

(42.1 millones de personas).

Tabla 1. Distribucion de la poblacién en México segun el tamafio de la poblacién.

Localidades (%) Poblacion (%)
Menos de De 2,500 a De 15,000y Menos de De 2,500 a De 15, 000y
2,500 14,999 mas 2,500 14,999 mas
Afio |[habitantes  habitantes habitantes habitantes  habitantes habitantes
2000 98.5 13 0.3 25.4 136 61
2005 98.3 14 0.3 235 13.7 62.8
2010 98.1 1.6 0.3 23.2 14.3 62.5

Fuente: Censo de Poblacion y Vivienda, 2000 y 2010. I Conteo de Poblacion y Vivienda, 2005.

En el Censo de Poblacion y Vivienda 2010 realizado por el INEGI, se reporta que en las
localidades con menos de quince mil habitantes se tienen como actividades economicas
prioritarias las correspondientes al sector economico primario, las cuales se llevan a cabo
por el 79.3% del total de estas localidades (Grafico 1). Por lo que, se podria decir que cerca
de un tercio de la poblacién en México subsiste por actividades relacionadas con el sector

econodmico primario que involucra actividades agropecuarias.

4.60% 7 L60%

Sector econémico
% Primario
& Secundario
= Terciario

B No especificado

Grafico 1. Relacidn de actividad econémica en localidades con menos de 15 000 habitantes. Fuente: INEGI (2010),
Censo de Poblacién y Vivienda 2010.

12



3.1.1.3 Importancia econdémica del sector agropecuario en México

Como parte del sector econémico primario, las actividades agropecuarias en México son
de vital importancia ya que gran parte de la poblacion subsiste de ellas En términos
macroecondmicos, el sector agropccuario contribuyc a la estabilidad y crecimiento
econdmico del pais reportando un ingreso al producto interno bruto (PIB) de 3.6% en el

primer trimestre del 2010 (Grafico 2) (INEGI, 2010). Ademas, contribuye a la seguridad

alimentaria dc la poblacion.
4.2

4 -

3.8

3.6 -

PIB (%)

3.4

Gréfico 2. Participacion porcentual del PIB agropecuario en el PIB total de México. Fuente: INEGI (2010), Cuentas
Nacionales. Producto Interno Bruto primer trimestre del 2010.

En las dos ultimas décadas el producto interno bruto agropecuario (PIBA) ha crecido un
2% en promedio anual. Entre las actividades del sector, destaca la agricola que representa
¢l 57.8% y ¢l 44.8% de la relacion de productos agroalimentarios cxportados ¢ importados
respectivamente (Grafico 3 y 4). Dentro de los productos exportados del sector
agropecuario destacan las hortalizas, raices y tubérculos con el 23.6% vy las frutas y frutos
comestibles con ¢l 13.1% (Grafico 3). Sin embargo, otros productos como ccreales,
semillas y oleaginosas representan el 24.1 % de las importaciones del sector agropecuario.
(Grafico 4). Los ingresos por la exportacion de productos agricolas han crecido un 1.5% en
promedio anual (INEGI, 2010) y en cl segundo trimestre del 2014 un 2.6% (INEGI, 2014),
estos ingresos contribuyen a la estabilidad econdémica en el sector agropecuario. Sin
embargo, ain con los incrementos financieros del sector se mantiene una tasa econdémica

con déficit cn relacion al balance de importacioncs y cxportaciones (Grafico 5).
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M Animales vivos

M Carne y despojos

M Pecados moluscos y crustdceos

MW Hortalizas, raices y tubérculos

M Frutas y frutos comestibles

# Caféy té

Azticares y articulos de
confiteria

M Cacaoy sus preparaciones

# Preparaciones de cereales o

teche
M Preparaciones de hortalizas,

frutos y plantas
# Preparaciones alimenticias
diversas

Grafico 3. Relacion de productos agroalimentarios exportados por México en el 2010. Fuente: INEGI (2010), Servicio
de Administracion Tributaria y la Secretaria de Economia.

M Carne y depojos comestibles

M Leche, lacteos, huevo y miel

W Frutas y frutos comestibles

M Cereales

M Semillas y frutos oleaginosos

® Grasas animales y vegetales

® Aziicar y productos de confiteria
W Cacaoy sus preparaciones

¥ Preparaciones de cereales o leche
B Preparacion de hortalizas, frutas y plantas
-* Preparacion alimenticias diversas

Bebidas y vinagre

Residuos de industrias alimentarias

Grafico 4. Relacion de productos agroalimentarios importados por México en el 2010. Fuente: INEGI (2010), Servicio
de Administracion Tributaria y la Secretaria de Economia.
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Grafico 5. Exportaciones e importaciones de productos agroalimentarios en México 1993-2010. Fuente INEGI (2010),
Administracién Tributaria y |3 Secretaria de Economia.

Al observar la comparacion de exportaciones e importaciones del sector agropecuario, se
puedc obscrvar quc cl scctor no cs sustentablc cn términos ccondmicos. El identificar y
solucionar las problematicas asociadas al sector agricola que representa mas del 50% de las
exportaciones del sector agropecuario se podria contribuir a equilibrar la balanza entre

exportaciones e importaciones de productos agropecuarios del pais.

3.1.1.3 Problematicas del sector agricola mexicano
En el sector agricola existen diversas problematicas que ocasionan pérdidas cuantiosas.
Segun cl censo agropecuario del 2007 (INEGI, 2007), 3.2 millones de unidades dc

produccién enfrentaron problemas para el desempefio de sus actividades (Grafico 6).

Como alternativa dc solucion a estas problemadticas han surgido varios modclos, entrc éstos
destacan los modelos agricolas sustentables que tienen entre sus propositos: la
revalorizacion del conocimiento campesino, la diversificacion de cultivos y la crianza de
animalcs, preservacion y uso eficiente del agua, una concepcion integral de la fertilidad del
suelo, manejo de plagas y enfermedades mediante manejo agroecoldgico (Garcia y Mier,

2010).
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Grafico 6. Relacion porcentuai de las causas de problemas en unidades de produccién para desarroliar actividades
agropecuarias y forestales. Fuente: INEGI (2007), Censo agropecuario 2007. Nota: La suma de los porcentajes no es
igual a 100% ya que una misma unidad de produccién puede reportar miiltipies problemas.

Dentro de las problematicas del sector asociadas al clima, infraestructura, insumos,
servicios, capacitacion y asistencia técnica se encuentra la accion de plagas (llamese plaga
a cualquier forma de vida vegetal, animal o agente patogénico, dafiino o potencialmente
dafino a los vegetales (Congreso-de-la-Union, 2011)). Por lo que, su manejo es uno de los
aspectos de interés prioritario, ya que la presencia y accion de plagas ocasionan pérdidas
parciales o totales de la produccion agricola. Las soluciones regularmente son costosas y la
mayoria de las sustancias aplicadas pueden tener efectos dafiinos que se potencializan por
el desconocimiento técnico de las aplicaciones, frecuencia de aplicacion, manejo de grupos

toxicologicos y quimicos, entre otros. (Gonzalez y Bernal, 2000).

3.1.1.4 La problematica de plagas y plaguicidas en la agricultura

Las pérdidas por la accion de plagas tienen gran impacto a nivel mundial, y afectan a
diversas especies vegetales de interés (Tabla 2). La FAO estima que las pérdidas en la
produccion agricola mundial por accion de plagas fluctiian entre 20 y 40 %, siendo causales
de fluctuacion: la region, la temporada, el cultivo y el tipo de plaga (FAO, 2011). Estas
pérdidas ocasionan mermas econdmicas de miles de millones de délares. El 11.3% de éstas
son causadas por plagas de insectos.

La mayoria de las opciones para combatir las plagas estan orientadas a la aplicacion de

sustancias quimicas con efecto plaguicida. Las empresas dedicadas a la produccion de estas
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sustancias presentan utilidades superiores a los 20 mil millones de dolares al afio
(Gutiérrez-Ramirez, 2013). Se comercializan mas de 700 diferentes sustancias plaguicidas,
sin considerar efectos nocivos para el medio ambiente, para la salud humana y la
posibilidad de la generacion de resistencia por parte de las plagas diana (Gonzélez y Bernal,

2000).

Tabla 2. Pérdidas por plagas en los mayores cultivos mundiales

Pérdidas (%)

Cultivo Insectos Enfermedades Malezas Total
Arroz 26.7 8.9 10.8 46.4
Trigo 5.0 9.1 9.8 23.9
Maiz 12.4 9.4 13.0 34.8
Sorgo/mijo 9.6 10.6 17.8 38.0
Papa 6.5 21.8 4.0 323
Yuca 7.7 16.6 9.2 33.5
Patata dulce 8.9 5.0 11.7 25.5
Tomates 7.5 11.6 5.4 24.5

Seya 4.5 11.1 13.5 29.1

Mani 17.1 11.5 11.8 40.4
Aceite de palma 11.6 7.4 9.6 28.6
Copra 14.7 19.3 10.0 44.0
Semillas de algodén 11.0 9.1 4.5 24.6
Platanos 52 23.0 3.0 31.3
Citricos 8.3 9.5 3.8 21.6

Fuente: Wittwer, 1979.

Tabla 3. Relacion del consumo mundial de plaguicidas por tipo de cultivo

Cultivo Consumo (%)
Maiz 11
Algodon 11
Arroz 12
Soya 9
Trigo 10
Frutas, hortalizas y vifias 26
Remolacha azucarera 4
Otros 17

Fuente: British Agrochemicals Association, 1989.

Los plaguicidas organoclorados (DDT, lindano, toxafeno y dieldin) y organofosfatos
regularmente utilizados tienen un amplio espectro de accion; por lo que afectan tanto a la
poblacion de plagas como a especies de insectos benéficos (entomdfagos, polinizadores,

entre otros). Ademds, contaminan agua y suelo, afectando sensiblemente al medio ambiente
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ocasionando un desequilibrio ecoldgico. Los compuestos organoclorados, organofosfatados
y sus productos de degradacion son toxicos y pueden persistir por afios (tabla 4), siendo
capaces de afectar a la salud humana (OCDE, 2003; Gutierrez-Ramirez et al., 2013). Esto
ha ocasionado preocupacion a nivel mundial, reconociendo a este tipo de sustancias como
un peligro latente tanto para el medio ambiente como para la salud humana por lo que, se
ha tratado de disminuir su uso. En cl periodo de 1990 al 2000 los paiscs que integran la
OCDE lograron disminuir en 5% el uso de pesticidas; sin embargo, en México aumento
22% (OCDE, 2003). Recientemente, en México se han aplicado aproximadamente 95,025
toncladas de plaguicidas por afio (Hernandez y Hansen, 2011) cn una superficie dc
22,136,741.58 ha, dondc sc sicmbran mas dc 200 cspecies (SIAP-SAGARPA, 2010). Por ¢l
riesgo que representa el uso de plaguicidas quimicos, la implementacion de técnicas
sustentables (no dafiina para el medio ambiente y que no represente una amenaza para la
salud humana) debe ser prioridad para resolver de forma adecuada la problematica causada

por la accion de plagas.

Tabla 4. Persistencia de insecticidas organoclorados en el suelo.

Insecticida 50% pérdida de toxicidad | 95% pérdida de toxicidad
. nim. de ailos nim. de afios
DDT 3-10 4-30
Aldrin 1-4 1-6
Chlordane 2-4 3-5
Dieldrin 1-7 5-25
Endrin 4-8 ND
Heptachlor 7-12 3-5
Lindane 2 3-10
Toxaphene 10 ND

Fuente: Metcalf ,1980.

3.1.2 Control biolégico en México

Al ser las pérdidas por accion de plagas uno de los problemas mas importantes del sector
agricola (Congreso-de-la-Union, 2011) y considerando que las politicas rclacionadas con el
sector agropecuario ticncn quc ser enfocadas a la sostenibilidad ambicntal, bajo la imagen
del Manejo Integral de Plagas (MIP), el uso de plaguicidas naturales ha cobrado impulso
(Garcia y Mier, 2010). En Meéxico, la Direccion General de Sanidad Vegetal del
SENASICA ha implcmentado cl Programa de Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria

(SAGARPA, 2012). En ¢l se tiene bajo vigilancia 33 plagas reglamentadas (documentadas

18




en el portal SCOPE.mx (SENASICA, 2014)), identificadas como de alto riesgo. Estas
plagas afectan a distintos sistemas productores agricolas atacando cultivos estratégicos
como: aguacate, citricos, platano, cafna de azlcar, soya, cocotero, frutales, frutillas, café,

trigo y nopal (SENASICA, 2014).

Actualmente, cl SENASICA cn cumplimiento con la Ley Federal de sanidad Vegetal
(2011) ha establecido las siguientes politicas de atencion, donde se desarrollan diversos
programas con la finalidad de contar con una alternativa amigable con el ambiente y de

proteccion de la salud publica:

Primera Politica: Prevenir la introduccion y dispersion de plagas de importancia

cuarentenaria que podrian afectar los vegetales, sus productos y subproductos del pais.

e Programa Moscamed

e Trampeo preventivo contra Moscas Exoéticas de la Fruta

Segunda Politica. Confinar y prevenir la dispersion de plagas de importancia

cuarentenaria que han ingresado al pais o que son plagas reglamentadas.

e Campaiia contra el Huanglongbing de los Citricos

e (Campana contra la Cochinilla Rosada

e Campana contra las Plagas Reglamentadas de los Citricos
e Campana contra e] Trips Oriental

e Campaiia contra el Acaro Rojo de las Palmas

Tercera Politica. Aplicar programas fitosanitarios que mejoren la competitividad de los
Sistema Producto establecidos por la SAGARPA, que permitan generar un valor agregado
a los productos agricolas, mediante la mejora o conservacion de los estatus fitosanitarios,
realizando acciones de control, supresion y erradicacion de las plagas que afectan a los

vegetales en donde las condiciones lo permitan.
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» Campana Nacional contra las Moscas de la fruta

¢ Campana contra la Langosta

« Campana contra las Plagas Reglamentadas del Aguacatero
» Campaiia contra el Moko del Platano

« Campana contra las Plagas Reglamentadas del Algodonero
= Campafia contra la Enfermedad de Picrce

+ Campaiia contra la Broca del Café

+ Campana contra Malezas Reglamentadas

* Campana contra cl Chapulin

* Campana contra Plagas Reglamentadas del Agave

Dentro de cstas politicas una de las cstrategias que se han usado para ¢l MIP ¢s cl llamado
control biologico, el cual utiliza organismos utiles para la supresién de plagas, estos
organismos pueden ser parasitoides, depredadores y patogenos (Rodriguez-del-Bosque,
2012) (Tabla 6). A nivel mundial el control biolégico ha ganado importancia ya que a
diferencia de los plaguicidas quimicos, los bioplaguicidas utilizados no desarrollan
resistencia de plagas a plaguicidas (Heckel, 2012) y no presentan riesgo de dano a la salud
humana, seguridad alimentaria y al medio ambiente (Moore y Prior, 1993; Auld y Morin,
1995; Henry et al., 2012; Whitehorn et a/., 2012). El Centro Nacional de Referencia de
Control Bioldgico (CNRCB) desarrolla y establece estrategias de control biolégico para
plagas reglamentadas (SENASICA, 2014) en México; para ello, genera y proporciona
tecnologia alternativa al uso dc plaguicidas quimicos promoviendo ¢l uso de organismos
benéficos como agentes de control biologico. La aplicacion de agentes de control biologico
tiene como finalidad de fortalecer la sanidad de los cultivos vegetales, coadyuvando en el
incremento de su productividad y calidad agricola. A continuacion sc presenta un listado

de las plagas reglamentadas estudiadas y combatidas por el CNRCB (SENASICA, 2014):
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Tabla 5: Listado de plagas reglamentadas tratadas por el CNRCB.

Plagas reglamentadas

Acaro rojo de las palmas (Raoiella
indica)

Picudo rojo de las
(Rhynchophorus ferrugineus)

palmas
Cogollo racimosos del banano (Banana
Buchy Top Virus)

Mal de Panamd (Fusarium oxusporum
f.sp. cubense raza 4)

Marchitcz  bacteriana  del  platano
(Xanthosomas vasicola pv.
musacerum)

Moko  del platano  (Ralstonia
solanacearum raza 2)

Cancro bacteriano de los citricos

(Xanthomonas citri)

Leprosis dc los citricos-Vectores
(Citrus Leprosis Virus)

Clorosis varicgada dc los citricos-

Vectores (Xylella fostidiosa subsp.
pauca)

Mancha negra de los citricos
(Guignardia citricarpa)

Palomilla del nopal (Cactoblastis
cactorum)

Palomilla del tomate (Tuta absoluta)

Cochinilla  rosada  del  hibisco
(Maconellicoccus hirsutus)
Enfermedad  de  Pierce  (Xylella

Jastidiosa subsp. fastidiosa)

Tortricido anaranjado  (4drgyrotaenia
Jfranciscana)

Palomilla oriental de la fruta
(Grapholita molesta)
Palomilla marrén de la manzana

(Grapholita molesta)

Palomilla europea de la vid (Lobesia
botrana)

Carbon
indica)

parcial del trigo (Tilletia

Gusano de la mazorca (Helicoverpa
armigeraq)

Complejo Tea shot hole borer
(Euwallacea fornicatus-Fusarium sp.)

Complejo escarabajo ambrosia del
laurel rojo  (Xyleborus glabratus-
Raffaelea lauricola)

Mosca del vinagre de alas manachadas
(Drosophila suzukii)

Roya asiatica de la soya (Phakipsora
pachyrhizi)

Pulgdn caf¢ de los citricos (Taxoptera
citricida)

Escoba de  bruja  del
(Moniliophthora perniciosa)

cacao
Palomilla de las cerezas (Grapholita
packardr)

Pudricion del cogollo (Phytopphothora
palmivora)

Roya del café (Hemileia vastatrix)

Moscas cxo6ticas de la fruta
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Tabla 6. Relacion de organismos mas utilizados en el control biolégico.

Clase de agente de | Tipode organismos Agentes mas utilzados
control biologico
Parasitoide Koinobiontes e Familias e insectos como: Trichogrammatidae,
idiobientes Tachinidae, Phoridae, Cryptochetidae,
Cecidomyiidae, Acroceridae, Nemestrinidae,
Bombyliidae, Phoridae, Pipunculidae, Conopidae,
Pyrgotidae, Sciomyzidae, Cryptochetidue,

Calliphoridae, Sarcophagidae, Diaeretiella, Cotesia
flavepis 'y Spalangia spp (Gutierrez-Ramirez ct al.,
2013; Van Driesche et al., 2007; Carballo, 2002)

Depredadores Inscctos polifagos y | Familias de inscctos como: Anthocoridae, Nabidae,
mondfagos Reduviidue, Geocoridae, Carabidae, Coccinellidae,
Nitidulidae, Sraphylinidae, Chrysopidae, Formicidae,
Cecidomyiidae y Syrphidae (Van Driesche et al.,

2007)
Patogenos Virus Virus de la poliedrosis nuclear y virus de la granulosis
(Entomopatdgenos) (Gutierrez-Ramirez et al., 2013)
Bacterias Bucillus popilliae y Bacillus thuringiensis (Guticrrez-
Ramirez et a/., 2013)
Hongos Beauveria  bassiana,  Metarhizium  anisopliae 'y

Entomophtoraceous (Sun et al, 2002; Gutierrez-
Ramirez et al., 2013)

Nematodos Familias de nematodos como: Mermithidae,
Steinernematidae 'y Heterorhabditidae (Gutierrez-
Ramirez et al., 2013)

Protozoarios Nosema spp. (Guticrrez-Ramirez et al., 2013)

Durante los afios 2008 y 2009 en las campafias fitosanitarias se tratd con bioplaguicidas
una superficie de 557,624 ha. Del drea tratada, el 31.7% pertenece a los estados del norte
del pais, 51.3% en la region centro, 5.6%en la region del Golfo y 11.3% en la region del
Pacifico Sur (Garcia y Mier, 2010) (Tabla 7). En la superficie tratada se utilizaron 18
agentes de control bioldgico: 9 especies de insectos entomdfagos (4 parasitoides y 5
dcpredadores), 6 hongos (5 entomopatégenos y una cspecie antagonista de hongos
fitopatogenos del suelo), 2 bacterias entomapatogenas y una especie de nematodo
entomapatogeno (Garcia y Mier, 2010). Estos organismos se aplicaron en diversos cultivos
entre los que destacan: frijol, soya, cafia dc azucar, cebada, chile, jitomatc, papa, tomate,
aguacate, citricos, durazno, guanabana, mango, manzana, papaya, pifia, platano, vid,
clavel, tulipan, café, agave, algodén, nogal, amaranto y nopal. Se controlaron plagas como:
acaros, gusanos barrenadores, cogollero y elotero, langosta voladora, chapulin, trips,

cochinilla rosada del hibiscus, conchuela del frijol, broca del café, mosca negra, salivazo
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de los pastos, picudo barrenador, piojo harinoso, pudriciones de hongos fitopatogenos y
plagas rizofagas (gallina ciega) (SAGARPA, 2009; Arredondo y Sanchez, 2009; Garcia y
Mier, 2010).

Tabla 7. Distribucion regional de la superficie tratada con plaguicidas durante las campafas fitosanitarias del periodo
2008-2009.

Region Estados Area tratada (ha)
Norte Baja California, Nayarit, Sinaloa, Sonora, Chihuahua, 177,058
Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y
Zacatccas.
Ccentro Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Edo. 286,006
de México, Michoacén, Pucbla, Qucrétaro y Tlaxcala.
Golfo Campeche, Tabasco, Quintana Roo, Veracruz y 31, 352
Yucatan.
Pacifico Sur | Chiapas, Colima, Guerrero, y Oaxaca 63, 208

Fuente: Garcia y Mier, 2010.
En M¢xico, cstos csfucrzos han contribuido a gencrar biencstar cn la agricultura, la

economia y el sustento alimentario (Congreso-de-la-Union, 2011). Con base en cifras
preliminares de SAGARPA, ¢l PIB de las actividades primarias crecid 2.6% en términos
reales en ¢l trimestre abril-junio de 2014 (Gréafico 7), lo que es consecucncia de una mayor
produccion en cultivos como manzana, tomate rojo, chile verde, maiz forrajero, frijol, café,
aguacate, trigo, uva, alfalfa y cebolla (INEGI, 2014). La mayoria de estas especies han sido
tratadas con diferentcs agentes dc control bioldgico cn contra dc las plagas quc las ascchan.
Ademas, en México existen mds de 60 organizaciones y empresas privadas (Tabla 8) que
ofertan 37 agentes de control biologico. Organismos como insectos, hongos, bacterias y
ncmatodos (8 inscctos parasitoides, 3 inscctos depredadores, 4 inscctos fitofagos, 2
nematodos, 14 hongos y 6 bacterias) son vendidos por estas empresas. Dentro de los
organismos disponibles destacan hongos como Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, Paecilomyces fumosoroseus; la
bacteria Bacillus thuringiensis e insectos como Chrysoperla carnea, Trichogramma
pretiosum 'y Spalangia endius (Rodriguez y Arredondo, 1999; Garcia y Mier, 2010). La
operacion de cstas empresas cs evidencia del interés dc productorcs agricolas por utilizar cl
control biologico como estrategia de disminucion de plagas y cl potencial mercado quc
representan. De esta manera, el control biologico es una herramienta sustentable para el

control de plagas quc bicn opcrada evita descquilibrios biologicos.
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Gréfico 7. Producto Interno Bruto correspondiente a Actividades Primarias, variacién porcentual real respecto al
mismo periodo del afio anterior. Fuente: INEGI, Boletin de prensa no. 378/14, “Producto Interno Bruto en México
Durante el Segundo Trimestre de 2014

Tabla 8. Distribucién regional de las plantas productoras de bioplaguicidas en México

Region Estados Numero de plantas productoras

Norte Baja California, Nayarit, Sinaloa, 31
Sonora, Chihuahua, Coahuila,
Durango, Nuevo Ledn, San Luis Potosi
y Zacatecas.

Centro Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, 25
Jalisco, Edo. de México, Michoacan,
Puebla, Querétaro y Tlaxcala.

Golfo Campeche, Tabasco, Quintana Roo, 4
Veracruz y Yucatén.
Pacifico Sur | Chiapas, Colima, Guerrero, y Oaxaca 8

Fuente: Garcia y Mier, 2010

3.1.2.1 Metarhizium sp. como agente de control bioldgico

Dentro de los organismos utilizados en control bioldgico se encuentran los hongos
entomopatogenos del género Metarhizium, los cuales son de los mds utilizados como
bioplaguicidas en el mundo (Sun et al., 2002). Metarhizium sp. es capaz de infectar
diversos insectos incluidos en diferentes 6rdenes como ortdpteros, hemipteros, coledpteros
y dermépteros (Zimmermann, 1993). En México, ha sido uno de los cinco géneros de

hongos entomopatégenos utilizados en las campaiias fitosanitarias (Garcia y Mier, 2010).
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A continuacion se presenta una tabla que contiene las plagas y los cultivos en los que se

han utilizado hongos del género Metarhizium en México:

Tabla 9. Relacidn de cultivos y plagas tratados con hongos del género Metarhizium en México.

Cultivos Plagas
e Agave e Chapulin
e (Cana de azicar e Langosta
e Maiz e Plagas rizofagas
e Sorgo ¢ Gusanos barrenadores
e Frijol e Grandc dcl hucso
e Garbanzo e Pequeno del hueso
e Soya e (Gusano soldado
e Aguacate e Mosca negra
e Berenjena e Mosca pinta
e Jicama ¢ Mosquita blanca
e Melon e Picudo barrenador
e Papaya e Trips
e Pifna e Trips oriental
e Sandia
e Nopal

Fuente: SAGARPA, 2009; Garcia y Mier, 2010.

En M¢xico, conidios dc los hongos dcl géncro Metarhizium son la basc dc varios productos
ofertados por 23 plantas productoras de bioplaguicidas (Tabla 10). Entre las presentaciones
comerciales figuran sustratos colonizados, polvos humectables y suspensiones oleosas
(Faria y Wraigth, 2007). En México destacan las formulaciones como: Metar, Meta-Labsa
y Meta-Sin. Los conidios utilizados en las diferentes presentaciones comerciales son
producidos por fermentacion en sustrato solido, regularmente utilizando el método
empleado en el programa LUBILOSA (Lutte biologique contre les locustes et sauteriaux);
cn el que sc utilizan granos dc arroz como sustrato y bolsas de plastico como biorrcactor
(con capacidad de 0.250 a 1 kg). El proceso permite obtener rendimientos de produccion
0.88 a 1.61 x10° conidios/gms en tiempos de proceso de 8 a 13 dias; sin embargo, presenta
algunos inconvenicntcs entre los que podemos citar: utilizacion de intensa mano dc obra,
ausencia de un sistema de monitoreo y control del proceso que afectan directamente a su

reproducibilidad (Cherry et al., 1999; Méndez et al., 2014).
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Tabla 10. Plantas productoras de Metarhizium anisopliae en México.

Agro Fisher S.P.R. dc RL,
Michoacan

Agrobioldgicos del Noreste S.A. de
C.V., Sinaloa

R.I., Puebla

Alta Tcenologia Agrotécnica S.P.R.
de R.L. de C. V., Jalisco

Bio-Bich, Michoacan

Bios Cobi Inc. Sistemas dc¢ Control
Bioldgico Integrado, Veracruz
Biotecnologia Andreb S.A. de C.V.,
Puebla

Laboratorio de Facultad de Ciencias
Agrotecnologicas de la Universidad
Autdénoma de Chihuahua,
Chihuahua

Laboratorio de Produccion Masiva

de Agentes de Control Bioldgico,

Chiapas
Laboratorios del CESAVE,
Guanajuato, Edo. México vy

Yucatan
Centro de Reproduccion y Estudio
dc  Organismos Bencficos dcl

Ingenio Pujiltic, Chiapas

Centro Reproductor de Organismos
Ben¢ficos, Zacatecas

Control Biologico A.C., Chihuahua
Desarrollo Lacteo S.P.R. dc R.L.,
Durango

Gaia Ascsoria Intcgral Ambiental,

Michoacan
Laboratorios y Servicios
Agrobiologicos S.A. de C.V,

Sinaloa

Organismos Benéficos de Nayarit,
Nayarit

Sinquimica S.A. de C.V., Sinaloa
Tiemelonla Nick K. Lum S. de S.S.,
Chiapas

Ultraquimia Agricola S.A. de C.V.,
D.F.
Unidad
Entomopatdgenos del Colegio de
Cérdoba,

Reproductora de

Postgraduados
Veracruz

Campus

Fuente: Garcia y Mier, 2010.

Las desventajas del proceso de produccion de conidios en biorreactores de bolsa han
motivado estudios direccionados a disefiar procesos a base de biorreactores aireados que
permitan aumentar de cscala y obtencr mayor rendimiento de produccion. Diversos grupos
de trabajo se han enfocado hacia el uso biorreactores aireados estaticos y rotatorios. Se han
encontrado ventajas en términos de produccion de conidios al usar columnas empacadas en
comparacidn con la produccion en bolsa (Méndez-Gonzalez et al., 2016). En biorreactores
de columna empacada se han realizado estudios relacionados con la composicion del medio
solido, actividad de agua, densidad de empaque, y el suministro de oxigeno por aireacion

forzada sobrc la produccion de conidios (Arzumanov et al.,, 2005; Dorta y Arcas, 1998;
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Dorta et al., 1990; Dorta et al., 1996; Méndez-Gonzalez et al. 2016). Ademas, se han
realizado algunos estudios orientados al aumento de escala del biorreactor encontrando
problemas de operacion debido a la acumulacion de calor metabdlico (Dorta y Arcas,
1998,) y deshidratacion del sustrato (van Breukelen ef al., 2011). Estas limitantes gencran
condiciones de proceso que dificultan el desarrollo del micelio (Hallsworth y Magan, 1999;
Ouedraogo et al., 1997; Ekesi et al., 1999), la produccion de conidios (Dorta y Arcas, 1998;
Arzumanov et al., 2005) y la actividad entomopatogena dcl microorgnismo (Iskandarov et

al., 2006).
3.2. Marco tedrico

En el marco tedrico se abordaran diversos aspectos generales de los hongos
entomopatdgenos y en particular del género Metarhizium. De este género se consideraran
aspectos como: las caracteristicas del proceso actual de produccion de conidios a nivel
industrial y se abordaran los estudios orientados a la produccion de conidios en

biorreactores aireados de diferente geometria.

3.2.1. Control biolégico

Uno de los mayores problemas que enfrenta el sector agricola es la proliferacion y ataque
de plagas. Algunas alternativas de combate a estos organismos se han orientado hacia ¢l
concepto MIP (Garcia y Mier, 2010), el cual usa como estrategia al control biologico. A
nivel mundial el control bioldgico ha ganado importancia por el desarrollo de resistencia
de plagas a plaguicidas quimicos (Heckel, 2012) y porque los plaguicidas quimicos y sus
productos de degradacion tienen un impacto negativo en la salud humana, seguridad
alimentaria y medio ambiente (Moore y Prior, 1993; Auld y Morin, 1995; Henry et al.,
2012; Whitehorn et al., 2012).

3.2.2. Hongos entomopatiogenos

Los hongos entomopatdgenos son organismos utilizados para disminuir y controlar
poblaciones de insectos considerados plaga. Estos organismos son heterotrofos, sus células
estan recubiertas de una pared con quitina, no son mdviles y tienen la capacidad de

provocar enfermedades en insectos (micosis). Las micosis en insectos son comunes y

27




ampliamente distribuidas; a menudo ocasionan una reduccion significativa en poblaciones
de insectos (Alatorre-Rosas, 2005). Practicamente todos los insectos son susceptibles a
alguna de las enfermedades causadas por estos hongos. Se conocen aproximadamente 100
géneros y 700 especies dec hongos cntomopatdégenos (Monzon, 2001). De estos,
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana son los hongos entomopatogenos mas
utilizados en el mundo para ¢l control de insectos plaga (Sun ef al., 2002); esto es debido a
que ticnen la capacidad de infectar inscctos de diferentes Ordenes con una amplia

distribucion geografica (Kamp y Bidochka, 2002).

Los hongos entomopatogenos ticnen caracteristicas que los hacen idoncos para su uso en
cultivos agricolas, como: no ser contaminantes para ¢l ambiente, presentar un bajo riesgo
de provocar enfermedades en humanos, animales y plantas y poder persistir en el area
agricola cuando las condiciones ambientales son favorables (Rangel et al., 2006) debido a
su reproduccion sobre cadaveres y diseminacién de conidios (Sun e al., 2002). Los
conidios de estos hongos tienen una pared celular hidrofébica que les confierc una relativa
ventaja sobre virus y bacterias cntomopatogenos, ya que se adhieren a la cuticula del
insecto y no requieren secr ingeridos por ¢l (Jeffs y Khachatourians, 1997, Kamp y
Bidochka, 2002). Ademas, esta pared les confiere estabilidad y permite su conservacion, lo
que ha fomentado su uso en propagulos comerciales (Jaronsky y Jackson, 2012; Wraight et

al., 2001).

3.2.3. Ciclo de vida de los hongos entomopatogenos

El mecanismo de ataque de los hongos entomopatogenos sobre insectos consiste de dos
fases: la infectiva y la reproductiva. En la fase infectiva, el conidio se adhiere por
interacciones hidrofobicas a la cuticula del insecto (Jeffs y Khachatourians, 1997).
Posteriormente, el hongo produce ¢l tubo germinativo y las hifas de penctracion (Holder,
2005). Una vez quc termina la elongacion del tubo germinativo, la punta del tubo se hincha
y forma una estructura de domo rica en melanina, con excepcion del sitio de contacto
llamado poro del apresorio. Del poro apresorio surge una delgada hifa que sc¢ adhiere
fuertemente a la superficie de la cuticula, generando un punto de presion que denominado
apresorio (Rodriguez-Gomez, 2009). Durante la penetracion de la cuticula el hongo utiliza

un sistema cnzimatico que incluye protcasas, quitinasas y lipasas (Sabbour, 2002) que
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degradan los principales componentes de la cuticula (Montesinos-Matias et al., 2011). La
composicion de lipidos de la cuticula determina la especificidad entre el insecto y el hongo
(Lord, 2001). Si la infeccion es exitosa, el hongo prolifera en la hemolinfa (crecimiento
vegetativo) finalizando el proceso de infeccion con la muerte del hospedero (Holder, 2005)

y diseminacion de conidios sobre el cadaver del insecto.

3.2.4. Hongos entomopatdégenos del género Metarhizium

Los hongos de género Metarhizium (Ascomycota: Hypocreales) son patdgenos importantes
para el control de poblaciones de insectos y se encuentra ampliamente distribuidos en el
mundo. Las colonias de cstos hongos cxhiben formas variadas y matices dc color verde,
color caracteristico de sus conidios, los cuales tienen dimensiones de 2 a 10 pm por 1 a 3.5
um y un area superficial de 14.4+ 3.8 pm?® (Shan et al., 2010). Tienen la capacidad de
crecer en un rango de temperaturas de 5 a 40°C; sin embargo, la mayoria de e¢llos tienen
preferencia por un rango de temperatura entre 25 y 30°C (Hallsworth & Magan, 1999;
Ouedraogo et al., 1997; Porcayo-Loza, 2014); rango que les permite mayores rendimientos
de germinacion, crecimicnto y actividad entomopatogénica (Ekesi ef al., 1999). Ademas,
estos hongos crecen sobre una gran variedad de sustratos naturales como el bagazo de cafa
de azucar (Arzumanov et al., 2005), arroz, sorgo y cebada (Prakash et al., 2008), ¢ incluso,
en cadaveres de inscctos (Sun et al., 2002); desarrollandose mejor en aquellos con una
relacion C/N (carbono/nitrégeno) de 30 (Behle y Jackson, 2014) y un rango de actividad de
agua de 0.97 a 0.99 (Hallsworth y Magan, 1999; Dorta et al., 1990). Como agente de
control biologico Metarhizium sp. tienc un alto grado de especializacion que ocurre en dos
familias de coleodpteros, Elateridae y Curculionidae. No obstante, se ha reportado el
parasitismo del hongo M. anisopliae var anisopliae sobre otras especies, que incluyen
insectos dc diferentes 6rdencs como ortopteros, hemiptcros, coledpteros y dermapteros
(Zimmermann, 1993). La enfermedad de los insectos causada por los hongos de este género
se le denomina muscardina verde (Deacon, 2006). Durante el proceso de infeccion los
hongos del género Metarhizium producen metabolitos secundarios que prescntan diversos

efectos toxicos; entre estos sc incluyen las destruxinas (Krasnoff et al., 2006).

El uso de los hongos del género Metarhizium como agentes de control bioldgico ha

encontrado limitantes asociadas al proceso de produccion dc conidios a gran cscala, los

29




procesos actuales presentan bajos rendimientos de produccion (Méndez-Gonzalez et al.,
2016) y dificultad en el monitoreo y control del proceso (Cherry et al., 1999). Esto ha

motivado estudios dirigidos a la modificacion del proceso.

3.2.5. Produccion de Metarhizium sp.
El proccso de produccion dc biomasa y conidios dc Metarhizium sp. se rcaliza

regularmente por fermentacion en sustrato sohido (FSS), en la que se utilizan gran variedad
de sustratos hiumedos, no solubles y con bajo contenido de agua (Moo Young ez al., 1983).
Los proccsos dc FSS presentan ciertas ventajas y desventajas con respecto a la
fermentaciéon en medio liquido (FML) (Tabla 13). Sin embargo, en términos de la
produccidn de esporas, se han preferido las producidas en FSS (conidios) en lugar de las
producidas por FML (blastocsporas) ya quc cstas ultimas son hidrofilicas, csta
caracteristica impide que sean formuladas en suspensiones olcosas para su aplicacion en
campo y ademds pierden viabilidad relativamente rdpido durante su almacenamiento

(Jenkins y Grzywacs, 2000).

El proceso de produccion de conidios de Metarhizium sp. aplicado en el programa
LUBILOSA es uno de los mas utilizados y entre otros documentos, se encuentra descrito
cn cl procedimicnto titulado “Produccion y manejo dcl hongo Metarhizium anisopliae”,
publicado por CENGICANA (1998). A grandes rasgos, sc trata de un proceso de
produccion semiartesanal donde se fermentan granos de arroz en bolsas de plastico. Por la
naturaleza dcl biorrcactor (bolsa), el implementar instrumentos de monitorco del cstado dcl
cultivo que permitan control en el proceso es complicado. La capacidad maxima del
biorreactor es de | kg, esto ocasiona altos requerimientos de mano de obra. Estas
limitaciones han originado cstudios oricntados al uso biorrcactores que pcrmitan proccsos

controlados con altos rendimientos de produccion.
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Tabla 11. Ventajas y desventajas de los cultivos en medio

sélido.

Ventajas

Desventajas

- Los medios de cultivo son simplics,
gencralmente  se  cmplean  subproductos
agricolas que presentan un alto contenido de
nutrientes necesarios. Esto significa que en la
FSS ¢l sustrato puede requerir menor pre
tratamiento que en la fermentacidn en medio
liquido (FML)

- La limitada disponibilidad de agua puede ser
de gran ayuda para evitar contaminacion,
esencialmente de bacterias y levaduras.

- La coneentraeion natural del sustrato permite
utilizar  reactores mds  pequenos, ¢n
comparacion a los de FML. Esto conlleva a
menores costos y una mayor productividad
volumétrica.

- La aireacion forzada sc facilita por la
porosidad del soporte debido a los espacios
interparticula, lo que permite una alta
transferencia de oxigeno y aire fresco a las
delgadas capas dc agua en la superficie del
sustrato.

- Pucden emplearsc moculos de cesporas  en
proeesos que involueren hongos.

- Los procesos de scparacion o puriticacion y
de disposicion  de  desperdicios  son
simplificados.

- La represion catabdlica o inhibicion por
productos finales se presenta en menor grado

que en FML.

- LaFSS esta restringida a microorganismés que
pueden crecer en medios con reducidos niveles
de humedad y por lo tanto ¢l rango de posibles
productos y proecesos es mas limitado que en
FML.

- La remocion de calor metabdlico generado
durante ¢l crecimiento puede ser un problema,
cspecialmente a grandes escalas.

- La naturaleza solida del sustrato causa
problemas en el monitoreo de pardmetros de
proceso.

- La transferencia de masa en la fase solida es
limitada a difusiéon mientras que en FML la
transferencia de masa es facilitada por la

agitacion del liquido.

Fuente: Doelle et al., 1992.

3.2.6. Biorreactores de FSS utilizados en

la produccion de Metarhizium sp.

Los biorrcactores dc FSS utilizados en la produccion de conidios de Metarhizium sp.
mnvolucran dos modos de operacion: estaticos (charolas y columna) y agitados (tambor

rotatorio y agitacion interna). Estos biorreactores presentan diferentes parametros de disefio
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y operacion que, en algunos casos han favorecido el desarrollo del microorganismo y la

produccidn de conidios.

3.2.6.1.Biorreactor de charolas

Los biorreactores de charolas se caracterizan por tener una capa delgada de sustrato
extendida sobre un drea horizontal (Mitchell ez al., 1992), la pequenia altura del lecho de
fermentacion evita el sobrecalentamiento y garantiza condiciones aerobias (Figueroa-
Montero, 2011). El uso de gabinctces cerrados dondce sc colocan las charolas permitc con
relativa facilidad monitorear y controlar la humedad, temperatura y la composicidén de la
atmosfcra gaseosa. El escalamicnto dc cste biorrcactor cs relativamentc sencillo, una dc las
formas dc lograrlo es incrementar ¢l nimcro de charolas; sin embargo, presenta dificultadcs
para su automatizacion a gran escala haciendo indispensable el uso de intensa mano de obra

y su adaptacion a procesos asépticos es relativamente dificil (Pandey, 1991).

Los biorreactorcs dc charolas sc han utilizado en la produccion de hongos dcl géncro
Trichoderma (utilizados en control biologico); sin embargo, el estudio y aplicacion de este
tipo de biorreactor para la produccion de conidios de Metarhizium sp. ha sido limitada.
Una de las razones podria ser que el microorganismo presenta un desarrollo lento con
procesos de produccion de conidios que llevan por lo menos 7 dias y esto puede ocasionar
contaminacion del cultivo por otros microorganismos (en especial hongos filamentosos)
que presenten un desarrollo més rapido; la gran superficie de contacto del biorreactor de
charolas eleva la probabilidad de contaminacion. Como estrategia para evitar esto Méndez-
Gonzalez (2014) utilizo diferentes tamarfios de indculo (Metarhizium anisopliae, CP-OAX),
los cuales cn un rango dc 1 x10%a 10 x10° conidios/gms no presentaron contaminacion por
otros hongos filamentosos; dentro de ese rango en el tamafio de indculo de 2x10°
conidios/gms se obtuvieron los mayores rendimientos de produccién de conidios (8.8x10*

conidios/gms).

3.2.6.2.Biorreactor agitado

Los biorreactores agitados incluyen dos sistemas caracteristicos que son el tambor rotatorio
y la agitacion interna (aspas o tornillo sin fin). Los de tambor rotatorio ticncn forma
cilindrica, el cilindro gira sobre su ecje horizontal y es posible suministrar aireacion

(Mitchell ez al., 1992). El movimiento suave del tambor ocasiona poco dafio mecanico al
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microorganismo o al sustrato, no obstante, puede presentar aglomeramientos del sustrato
que ocasionan heterogeneidad en el lecho. Los biorreactores agitados por aspas son
similares a los de tambor rotatorio; sin embargo, el movimiento de las aspas puede
ocasionar dafio mecanico al micclio (van Breukelen et al., 2011) y sustrato pero contribuyc

a la uniformidad del lecho (Figueroa-Montero, 2011).

El uso de biorreactores agitados para la produccion de conidios de Metarhizium sp. se ha
realizado sélo a nivel experimental. En cl estudio realizado por van Breukelen er al. (2011)
se utilizaron biorreactores de tambor rotatorio con una velocidad de rotacion de 6 rpm por
30 s cada media hora; en cl cultivo sc obtuvo una tasa de produccién de CO; dec 0.07
mmol/gmsi* h a las 50 h de cultivo. Después de eso la tasa de produccion de CO, desciende
subitamente hasta 0.02 mmol/gmsi*h a las 60 h y no se increment6 en las 120 h de cultivo
restantes. El resultado se compard con el obtenido en biorreactores de columna, en los
cuales la tasa de produccion de CO; se incrementd después 50 h hasta alcanzar un maximo
a las 85 h de 0.10 mmol/gmsi*h. Posteriormente, la tasa de produccion de CO, descendid
gradualmente hasta un valor de 0.04 mmol/gmsi*h a las 180 h de cultivo. La tasa de
produccion de CO, fue relacionada con el crecimiento del microorganismo y se concluyd
que el biorreactor de tambor rotatorio bajo esas condiciones de operacion ocasiona dafio
mecanico al micelio lo que dificulta el desarrollo del microorganismo (van Breukelen ef al,

2011).

3.2.6.3.Biorreactor de columna empacada

Este tipo de biorreactor se caracteriza por tener una geometria cilindrica; en el interior el
sustrato permancce cstatico y sc le pucede suministrar acracion forzada (Mitchell et al,
1992). El aire suministrado se puede humedecer lo que contribuye a mantener la humedad
en el sustrato; y de manera similar, la temperatura del aire puede manipularse para
mantcner la tempceratura del proceso (Narahara e al., 1984). Ademas, las cstrategias como
sumergir en agua (Carrizalez et al., 1981) o enchaquetarlas (Laukevics ef al., 1984) han
contribuido a regular la temperatura. En estos biorreactores se ha utilizado la medicion de
la cantidad de CO; y O, cn la corriente de aire de salida para monitorear cl desarrollo del

cultivo (Martinez-Valdez et al., 2010).
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Entre las desventajas de los biorreactores de columna empacada se incluyen dificultades
con el vaciado del producto final desde el biorreactor y pobre remocion de calor

metabolico, lo que ocasiona problemas con el escalamiento (Lonsane ef al., 1985).

En biorreactores de columna se han realizado diferentes estudios enfocados a la produccion
de conidios de hongos del género Metarhizium. Entre ellos se ha evaluado el efecto del
suministro dc aireacion, densidad de cmpaque y el uso de medios definidos sobre cl
crecimiento del microorganismo y su esporulacidon. Se ha observado que bajas tasas de
aireacion permiten un buen desarrollo del microorganismo (Arzumanov et al., 2005) y
contribuycen al crecimiento homogénco cn ¢l lecho de fermentacion (Porcayo-Loza, 2014).
El utilizar densidades de empaque de 0.270 hasta 0.357 g/cm’ ha permitido obtener altos
rendimientos de produccion de biomasa y conidios (Dorta y Arcas, 1998). Y el uso de
mcdios definidos ha contribuido a aumentar la produccion de conidios (Dorta et al., 1996;

van Breukelen ez al., 2011).

Ademas, se ha comparado la produccion de conidios entre biorreactores de columna de
pequefia escala (30 gms) y biorreactores de bolsa; en los primeros, se han obtenido mayores
rendimientos de produccion de conidios (hasta 30% mas) (Méndez-Gonzalez et al., 2016).
Y se ha utilizado la medicion de CO; como estrategia de monitoreo del estado del cultivo.
Al usar esta medicion sc ha determinado que la maxima tasa de produccion de CO, sc
obtiene entre las 60 y 85 h de fermentacion (Dorta et al., 1996; van Breukelen et al., 2011)
y que al descender esta tasa un 40% se obtiene el mayor rendimiento de conidios en el

cultivo (Méndez-Gonzilez et al., 2016).

El uso de biorreactores de columna para la produccion de conidios de Metarhizium sp. ha
presentado ventajas de produccion y la posibilidad de implementar controles de proceso.
Esto ha motivado la realizacion de¢ estudios cn términos del escalamicnto de cstos
biorreactores. Estos estudios han encontrado como principales limitantes la acumulacion de
calor metabolico (Dorta y Arcas, 1998) y la deshidratacion del sustrato (van Breukelen et

al., 2011); que afectan directamente a la produccion de conidios y su calidad.
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4.  Justificacion

Metarhizium es uno de los géneros de hongos entomopatogenos mas utilizados en el control
biologico. En ¢l se han desarrollado estudios enfocados a la produccion y calidad de los
conidios en biorreactores aireados de pequefia escala. Sin embargo, el proceso de
produccion de conidios a nivel industrial ha presentado pocas modificaciones. El estudio de
biorreactores de escala intermedia y sus parametros de operacion podran contribuir a la

implementacion de nuevos proccsos controlados a nivel industrial.

5.  Hipotesis

El analisis del efecto de algunos parametros de operacion (temperatura de incubacion,
intensidad de aireacion y relacion L/D) en biorreactores de pequefia escala, para la
produccién de conidios de Metarhizium robertsii, servira para cstablecer las condicioncs de
operacion de biorreactores de escala intermedia, obteniendo rendimientos superiores a los

obtenidos con el proceso tradicional.

6.  Objetivos
6.1.0bjetivo general

Establecer las condiciones de operacion para la produccion de conidios de Metarhizium
robertsii en biorreactorcs de columna empacada de escala intcrmedia y evaluar sus

ventajas, en términos de produccion de conidios, con referencia al cultivo tradicional.
6.2.0bjetivos particulares

Dcterminar las condiciones de operacion que permitan la mayor produccion dc conidios

Metarhizium robertsii en columna empacada de pequena escala.

Selcccionar las condiciones de opcracion quc permitan la produccidon de conidios cn

biorreactores de columna de escala intermedia.
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Comparar los rendimientos de produccion de conidios en el biorreactor de columna
empacada de escala intermedia con los del biorreactor de bolsa y charolas (cultivo

tradicional).

7. Estrategia general

Determinacion de parametros de disefio y operaciénen
biorreactorde columna {pequena escala)

Daterminands aireacion

Temperaturade Tipode aireacion | forzscs L/D
incubacion 5 {Pasivay forzada; A (7.5, 4.28 y 3.33)
(26,28,30 y 32°C) 0y 0.66 VKGM)
| T ]

Nivelde aireacion
(0.16, 0.33, 0.66, 0.96 y 1.28 VKGM)

|

Produccionen Operaciéndel biorreactor de Producciénen

bolsa columnade escala intermedia charolas

]
3

Contrastacicn

llustracion 1. Diagrama de estrategia experimental

8. Materiales y métodos

La metodologia experimental se dividié en tres partes: 1) propagacién del microorganismo,
2) analisis de los parametros de operacion en biorreactores de pequeiia escala y 3)

produccion de conidios en biorreactores de diferente geometria de escala intermedia.

8.1.Microorganismo y propagacion

8.1.1. Microorganismo
Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizé la cepa de Metarhizium robertsii Xoch

8.1 que pertenece a la coleccion de hongos entomopatogenos de la UAM-Iztapalapa. La
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cepa fue propagada en tres cultivos sucesivos en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 30

mL de medio ADS (Agar dextrosa Sabouraud) a 28 °C

8.1.2. Propagacion
En condiciones asépticas se suspendieron los conidios de la cepa conservada en discos de

agar (conscrvada en solucion de glicerol 20 % V/V) en 2 mL de solucion estéril de Tween
80 al 0.05% V/V. Con la suspension se inocularon 2 matraces Erlenmeyer con 30 mL de
medio ADS (estéril). Los matraces inoculados se incubaron a 28 °C durante 10 dias
(periodo en ¢l cual la mayoria de la supcrficie dcl medio de cultivo se cubre con conidios).
Posteriormente, en condiciones asépticas los conidios del matraz se suspendieron en 50 mL
de solucion de Tween 80 al 0.05% V/V con ayuda de una barra magnética en una parrilla
con agitacion. Los conidios de la suspcnsion se cuantificaron con hematocitometro
Neubauer, se inocularon 1x10* conidios/matraz en matraces Erlenmeyer con 30 mL de
medio ADS y se incubo a 28 °C durante 7 dias. El procedimiento anterior se repitié una vez
mas para obtener la scgunda resicmbra de la cepa (25 dias a partir de la siembra del

conservado).

8.2.Produccion de conidios en biorreactores de pequeiia escala

En esta partc se analizd cl efecto dc diferentes parametros de operacion y disefio
(temperatura, aireacion y relacion longitud-diametro (L/D)) en biorreactores de columna
empacada de pequefia escala sobre la produccion de conidios de Metarhizium robertsii, con
la finalidad, de¢ evaluar las condiciones de operacion para la produccidon dc conidios en

biorrcactores de escala intermcdia.

8.2.1.Sustrato
Como sustrato se utilizo arroz variedad “Morelos” de 1? calidad el cual se lavo con agua y

se acondiciond a 30% de humedad, se empacé en bolsas de polipapel (15 x 20 cm) con 30
gms (gramos de masa seca) de arroz seco/bolsa, se esterilizd a 120°C durante 15 min y se

almaceno a 4°C durante 48 h.

8.2.2. Biorreactores
En las secciones 8.2.4. y 8.2.5. se utilizaron como biorreactores columnas de vidrio de 2 cm

de diametro interno y 20 cm de altura, los cuales fueron csterilizados en autoclave a 120°C

por 15 min. Las columnas se empacaron con 28 + 2.5 gms de arroz (15 cm de altura). En la
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seccion 8.2.6. se utilizaron columnas de 15 cm de altura de lecho y diametro interno 2, 3.5
y 4.5 cm (relacion longitud/diametro de 7.5, 4.28 y 3.33, respectivamente). Estas fueron

esterilizadas también en autoclave bajo las mismas condiciones que las primeras.

8.2.3. Inéculo
Como indculo se utilizaron conidios dc la cepa suspendidos en solucion estéril de tween 80

al 0.05% v/v con 500 ppm de cloranfenicol. Las bolsas con arroz se inocularon con una
concentracion de 2x10% conidios/gms con ayuda de una jeringa estéril. El inoculo se
distribuyo en el arroz con agitacion manual. El arroz inoculado se dejé reposar durante una
hora a temperatura ambiente; posteriormente, se agitd manualmente una vez mas y se

transfirio a los biorreactores

8.2.4. Efecto de la temperatura y aireacion
Se utilizdé un diseno expcrimental con un arrcglo factorial dc 4x2, sicndo los factorcs; la

temperatura con cuatro niveles (26, 28, 30 y 32 °C) y la aireacion con dos niveles (0 y 0.66
VKGM; 0 y 20 mL/min). Los biorreactores se incubaron en banos de agua (segun la
tcmperatura) durante un periodo de 7 dias. Durante la fermentacion se cuantificd el
contenido de CO; en la atmosfera gaseosa a la salida de los biorreactores con aireacion
forzada. Al final de la fermentacion se cuantifico la produccion de comidios (nimero de
conidios/ gms) con hematocitometro Neubauer y la humedad en el sustrato utilizando
termobalanza (Ohaus, Mod. MB45) a 90°C (en biorreactores con aireacion pasiva y

forzada).

8.2.5. Efecto de la aireacion
En este experimento se utilizé un disefio experimental de una sola via. Siendo el factor el

nivel de aireaciéon con 5 nivceles (0.16, 0.33, 0.66, 0.96 y 1.28 VKGM). A las columnas sc
les suministré aire humedo con diferentes flujos 5, 10, 20, 30 y 40 mL/min, se incubaron en
bafio con agua a 30°C durante 7 dias, en ese tiempo se midi6 el contenido de CO; en la
atmosfera gascosa a la salida del biorrcactor. Al final de la fermentacion sc cuantifico la

produccion de conidios (nimero de conidios/ gms) y la humedad final en el sustrato.

8.2.6. Efecto de la relacion L/D
Para este experimento se realizé un disefio experimental de una sola via. El factor de

cstudio fue la relacion L/D con tres niveles (7.5, 4.28 y 3.33). A los biorreactorcs se les

38



suministro aire himedo (0.66 VKGM). Se incubaron a 30°C durante 7 dias, en ese tiempo
se midi6 el contenido de CO; en la atmosfera gaseosa a la salida del reactor cada 40 min,
asi como la temperatura en el centro del lecho de fermentacion cada 5 min a una altura de
10 cm. Al final de la fcrmentacion se cuantificd la produccion dc conidios (nimcero de

conidios/ gms) y la humedad en el sustrato.

8.2.7. Andlisis respirométrico
En los biorreactores aireados se cuantificd el contenido de CO; a la corriente gaseosa de

salida del biorrcactor, para cllo sc utilizo un sistcma de respirometria con analisis de O, y
CO; en linea (Martinez-Valdez et al., 2010). Con los datos obtenidos se construyo el
grafico de produccion de CO, en mg/gms en funcion del ticmpo de cultivo. Se calcularon
paramctros rclacionados con la produccion de CO; (tasa cspecifica de produccion de CO» y
tiempo lag). La tasa especifica de produccion de CO; (n) se estimd usando el modelo
exponencial (CO.=COn,e"") y el tiempo lag se estimd como la interseccion de Ln(CO3) vs

tiempo como sugiere Pirt (1975).

8.3.Produccion de conidios en biorreactores de escala intermedia

En esta parte se produjeron conidios de Metarhizium robertsii en tres tipos de biorreactores
(bolsa, charolas y columna), con ¢l objctivo de comparar la produccidon de conidios de la
columna empacada contra dos biorreactores de bolsa y charolas que son usados en la
produccion actual de conidios. El biorreactor de columna se opero bajo las especificaciones
dc proceso dctcrminadas cn cl cstudio en biorrcactores de pequenia cscala. En csta partc sc

usaron los mismos procedimientos de prcparacion del sustrato e indculo.

8.3.1. Caracteristicas, desinfeccion e indculo de los biorreactores de columna y charolas
Como biorreactor se utiliz6 una columna de vidrio de 70 cm de longitud y 8 cm de

diametro, la cual se desinfectd con aerosol desinfectante LYSOL™, se colocd como
proteccion algoddn en las partes inferior y superior de la columna, dejando un empaque de
60 cm de longitud (L/D = 7.5 y 1700 g de arroz seco de capacidad). El biorreactor cuenta
con una cntrada en la base por donde sc suministrd airc humcdo. Como biorrcactorcs dc
charola se utilizaron charolas dc aluminio dc 20 x 30 cm, con una altura dc lecho de 2 cm
(500 g de arroz seco de capacidad), las charolas se esterilizaron a 120 °C y 15 psi durante

15 min. Una vez empacadas se introdujeron a un biorreactor de charolas con capacidad de 5
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charolas previamente desinfectado con aerosol desinfectante LYSOL™. Los biorreactores
fueron empacados con arroz inoculado en bolsa de 500 gms segun lo descrito en la seccion

8.2.3.

8.3.3. Proceso de fermentacion
Los trcs tipos de biorrcactor pcrmanccicron cn un cuarto dec temperatura rcgulada a 30 °C

durante 7 dias. El biorreactor de columna fue aireado con 0.16 VKGM y se midi6 el
contenido de CO» en la corriente gaseosa a la salida del biorreactor. Al finalizar el tiempo
dc fermentacion sc cuantifico la cantidad de conidios producidos por gramo dc matcria scca

y humedad en el sustrato (%).

8.3.4. Analisis respirométrico
En el biorrcactor de columna empacada se cuantificé cl contenido de CO; y los datos sc

procesaron de manera similar a la descrita en el apartado 8.2.6.

8.4.Analisis estadistico

Los datos de produccion de conidios y humcdad del lccho se analizaron con la prucba dc
bondad de ajuste de Shaphiro Wilkis. Una vez asegurada su correspondencia de los datos
con la distribucion normal se realizé prueba de ANOVA (a= 0.05). Y en el caso de que los
datos no corrcspondan a la distribucion normal, sc¢ realizo ¢l andlisis cstadistico propucsto
por Kruskal-Wallis. Ambos analisis se realizaron por interaccion de factores y una sola via
(segun corresponde al disefio experimental). En caso de encontrar diferencias significativas
sc utilizaron las prucbas de t-student 6 Tukcy (scgun corrcsponda) con el mismo nivel de

significancia para la comparacion de medias entre los tratamientos.
9. Resultados y discusiéon

Los rcsultados obtcnidos sc rcportan cn dos partes: 1) produccion de conidios en
biorreactores de pequeiia escala y 2) produccion de conidios en biorreactores de diferente

geometria de escala intermedia.

9.1. Produccién de conidios en biorreactores de columna de pequeiia escala
Con el objetivo de establecer las condiciones de operacion para la produccion de conidios
en biorreactores de columna empacada de pequeiia escala (D= 2cm, H= 20 ¢m y capacidad

30 gms), se determind el efecto de la temperatura de incubacion, tipo de aireacion (natural
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o forzada), intensidad de aireacion y rclacion L/D del biorreactor sobre la produccion de

conidios de Metarhizium robertsii.

9.1.1. Efecto de la temperatura y aireacion
En esta parte se estudid la interaccion entre la temperatura y dos tipos de aireacion (natural

y forzada) con cl objetivo de detcrminar las condicioncs de incubacion que presenten

mejores rendimientos de produccion de conidios.

En todos los tratamientos (26, 28, 30 y 32°C; aireacion natural y forzada) sc observo
crccimicnto dcl microorganismo. En los tratamientos con aircacion natural sc obtuvieron
rendimientos de produccion de conidios menores a 1x10° conidios/gms. En los tratamientos
con temperatura de incubacion de 30 y 32°C con aireacién forzada se obtuvieron
rendimicntos de produccion de conidios supcriores a 1.5 x 10° conidios/gms (Grafico 8).
Los rendimientos de produccion de conidios en esos tratamientos son estadisticamentc

mayores a los obtenidos en los demas tratamientos (Tukey, a=0.05).
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Grafico 8.Comparacién de la produccion de conidios a diferentes temperaturas con aircacién natural (barras
grises) y forzada (barras blancas). Letras diferentes representan diferencias significativas analizadas por prucba
de Tukey (¢=0.05) para la interaccion de factores (Temperatura y aireacién).

En los biorreactores aireados incubados a 30 y 32 °C se observo que la humedad aumenté

con respecto a la inicial y fue significativamente mayor en comparacion a los demas
tratamientos (Tukcy, a=0.05) (Tabla 12).
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En los biorreactores con aireacion forzada se midio el contenido de CO; en la atmosfera
gaseosa a la salida del biorreactor con la finalidad de monitorear el desarrollo del cultivo.
En los tratamientos a 28, 30 y 32 °C se observaron perfiles similares de produccion de CO,,
en los que se registrd la maxima tasa de produccion de CO; alrededor de las 80 y 100 h de
cultivo (Grafico 9). En esos tratamientos se registraron valores estadisticamente iguales de
produccion final de CO; y tiempo lag (t student, 0=0.05). Los valores de ambos parametros
oscilaron entre 47.60 a 50.33 mg de CO»/gmsi y 27.42 a 39.12 h, respectivamente (Tabla
12).

< 32°C = 30°C 28°C ~ 26°C

0.6

Tasa de produccién de CO, (mg/gmsi*h)

150 200

Grifico 9. Tasa de produccion de CO; en biorreactores de columna aireados incubados a diferentes temperaturas:
26°C (taches), 28°C (triangulos), 30°C (cuadrados) y 32°C (rombes).
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Tabla 12. Comparacién de los parimetros cinéticos tiempo lag y tasa especifica de produccién de CO, (p),
produccién de CO,, produccién de conidios y humedad final del sustrato en biorreactores de columna empacada
con aircacion forzada a diferentes temperaturas.

Temperatura | Tiempolag| p Produccién de| Producciénde | Humedad final
0 (h) - (1/h) CO, conidios del sustrato
‘ " (mg/gmsi) | (conidios x 10°/gms) (%)
26 53.86" 0.025° 37.64° 0.4° 31.19°
28 35.63*" 0.037** 50.33° 0.6" 30.82°
30 27.42° 0.035" 50.06° 2.4° 37.92°
32 39.12% 0.050° 47.60° 1.8° 38.88°

Letras diferentes representan diferencias significativas; los parametros cinéticos y produccién de CO, se
analizaron con t student (¢=0.05) y Ia produccién de conidios y la humedad con prueba de Tukey (¢=0.05).

La capacidad del microorganismo de desarrollarse en temperaturas de 26 a 32°C coincide
con lo reportado para otros hongos del género Metarhizium; los cuales, pucden
desarrollarse en un rango de temperatura de 20 a 35°C (Iskandarov et al., 2006; Hallsworth
y Magan, 1999). En términos de esporulacion se determind que temperaturas de incubacion
entre 30 y 32°C son favorables para M. robertsii (Xoch 8.1) (Grafico 8). Estos rendimientos
de esporulacion se incrementan al suministrar aireacion forzada; por lo que se considera,
que ¢l suministro de aireacion forzada favorece el crecimiento del hongo y la produccion de
conidios en biorrcactores de columna empacada (Dorta ef al., 1996; van Breukelen et al.,
2011; Méndez-Gonzélez et al. 2016). No obstante, Arzumanov et al. (2005) sugieren que el
suministro de aireacion forzada no es esencial para la esporulacién, lo cual determinaron al
comparar matraces Erlenmeyer de 250 mL no aircados y columnas aircadas a 1 y 60
mL/min (ambos con 30 g de empaque); si bien, aparentemente el suministro de aireacion
forzada no tiene un efecto en alturas de lecho pequefias (sea el caso del matraz), es
importante en el biorreactor de columna ya que contribuye al control de la temperatura y
humedad (Nahara er al., 1984; Fanei y Vaziri, 2009) y al transporte de O, y CO, (Mitchell
et al., 2003). E1 CO, acumulado en un biorreactor inhibe el proceso de conidiaciéon en
cultivos sélidos con arroz, como se mostré con Beauveria bassiana (Garza-Lopez et al.,
2011). Por lo que, aln sin tener un efecto directo en la esporulacién, el suministro de
aireacion forzada contribuye a mantener la condiciones que permiten un buen desarrollo del

microorganismo y su esporulacion.
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En el rango de temperatura de 28 a 32°C los valores de tiempo lag coinciden con el rango
reportado de 32.9 y 37.4 h, para temperaturas de mcubacion de 26 a 32°C (Porcayo-Loza,
2014). Los valores de tiempo lag obtcnidos en este trabajo (27.42 a 39.12 h) y los
reportados por Porcayo-Loza (2014) se obtuvieron con ccpas mcxicanas producidas cn
condiciones similares (biorreactor, temperatura, sustrato y aireacion); por lo que podrian
representar valores de tiempo lag caracteristicos de las cepas mexicanas producidas en

biorrcactores aireados de columna utilizando granos de arroz como sustrato.

El aumento de la humedad observado en los tratamientos de 30 y 32°C pudo contribuir a la
esporulacion de microorganismo. Arzumanov et al. (2005) sugicren quc la humedad del
sustrato tiene un efecto representativo en la esporulacion de Metarhizium anisopliae,
obteniendo el mayor nivel de esporulacion en granos de arroz en el rango de humedad de
57 a 58%. Similar a csto, el aumento de la humedad del sustrato beneficio la produccion de
CO»; Porcayo-Loza (2014) reportd un incremento en la tasa de produccion de CO, (4.41
mg/gms*d) en arroz con 45% de humedad inicial, en comparacion a la obtenida en
tratamicntos con una humedad inicial del sustrato dc 35 y 40% (0.96 y 2.88 mg/gms*d,
respectivamente). Al obtener mayor esporulacion y alta produccion de CO, en los
tratamientos donde se observd un aumento en la humedad (30 y 32°C) y al analizar los
resultados dc los dos trabajos antcriormentc citados, sc abre la posibilidad dc evaluar
incrementos en la humedad del sustrato buscando mayor produccion de conidios; ademas,
considerando que el agua del sustrato puede contribuir a remocion de calor por evaporacion
(Figucroa-Montcro et al., 2011) podria representar una cstrategia para cl control dc la

temperatura en biorreactores de mayor escala.

Tras haberse obtenido los mayores rendimientos de produccion de conidios en los
tratamicntos a 30 y 32 °C con aireacion forzada (Tabla 12) y debido a que la produccion de
conidios es la variable de medicidn mas importante de este trabajo, estos dos tratamientos
sobresalen. Entre esos dos tratamientos se selecciona la temperatura de incubacion de 30°C
que permite un buen desarrollo de microorganismo, una alta producciéon de conidios y
previene el alcanzar temperaturas mayores a 35°C (en las cuales el microorganismo
presenta dificultades de crecimiento) debido a la acumulacién de calor metabdlico al

aumentar la cscala dcel biorrcactor.
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9.1.2. Efecto de la aireacion
En la seccion anterior (9.1.1.) se obtuvieron los mayores rendimientos de produccion de

conidios en los tratamicntos con aircacion forzada; ademds, sc resaltd su importancia cn
biorreactores de columna empacada ya que contribuye al transporte de O, y CO, y a la
remocion de calor metabolico por mecanismo convectivo (Mitchell ef al., 2003; Fanei y
Vaziri, 2009). Por ello, se hacc nccesario un andlisis del cfecto de su intensidad en la
esporulacion de Metarhizium robertsii. Se evaluaron dos aspectos principales: la

produccion de CO, y la esporulacion.

Durante ¢l proccso de fermentacion se realizo la medicion del contenido de CO; en la
atmosfera gascosa de salida de los biorreactores. En todos los tratamientos la maxima tasa
de produccion de CO; se alcanza entre las 80 y 100 h de cultivo (Grafico 10). En los tres
nivcles de aircacion mds bajos (0.16, 0.33 y 0.66 VKGM) se obscrvan valorcs dc
produccion de CO, de 36.35 a 49.69 mg/gmsi (Tabla 13); entre ellos, no existen diferencias
estadisticamente signiticativas (t student, a=0.05). En cuanto a los parametros asociados a
la produccioén de CO,, se detcrmind que las tasas cspecificas de produccion de CO; son
estadisticamente iguales en todos los tratamientos (t student, a=0.05); se observaron
periodos de tiempo lag significativamente menores (t student, a=0.05) en los tratamientos
con los flujos de aircacion de 0.16, 0.33 y 0.66 VKGM (33.96, 32.22 y 34.17 h,

respectivamente) (Tabla 13).

En los biorreactores sc realizo la cuantificacion de conidios y humedad final dcl sustrato cn
dos niveles del biorreactor (bajo y alto). Se observd esporulacion homogénea en todos los
tratamientos (Grafico 11-A). En los tratamientos con los flujos de aireacion de 0.16, 0.33 y
0.66 VKGM los rendimicntos dc produccion total de conidios fucron mayorcs a 1x10°
conidios/gms y entre ellos existe igualdad estadistica (Tukey, @=0.05) (Tabla 13). La
humedad final del sustrato en todos los tratamientos fue mayor a la inicial (30%) y oscild
en ¢l rango dc 31.8 a 35.8%. En la mayoria de los casos la humedad final del sustrato fuc

homogénea en los diferentes niveles del biorreactor (Gréfico 11-B).
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Grifico 10. Tasa de produccién de CO; de los biorreactores de columna aireados con diferente flujo de aireacién:
0.16 VKGM (triangulos), 0.33 VKGM (asteriscos), 0.66 VKGM (cruces), 0.96 VKGM (rombos) y 1.28 VKGM
(cuadrados).

Tabla 13. Comparacién de los parametros cinéticos tiempo lag y tasa especifica de produccién de CO, (n),
produccién de conidios y humedad final del sustrato en biorreactores de columna empacada con diferentes flujos

de aireacion forzada.

Aireacién | Tiempo lag n Produccién'del  Produccién de Humedad final
(VKGM) (h) Wh) CO, ‘ conidios del sustrato
(mg/gms (conidios x 10°/gms) (%)
0.16 33.96" 0.060° 36.35%¢ 1.1 34.17*
0.33 32.22° 0.064° 4324 1.4° 34.45°
0.66 34.17° 0.068° 49.69° 1.1 33.88%°
0.96 46.17* 0.069° 34.54%¢ 0.9° 35.12°
1.28 4717 0.066° 27.41° 1.0° 32.94°

Letras diferentes representan diferencias significativas; los parametros cinéticos se analizaron con t student
(a=0.05) y la produccién de conidios y la humedad con prueba de Tukey (¢=0.05).
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Grafico 11. Analisis de produccion de conidios (A) y humedad final del sustrato (B) en tratamientos con diferente flujo
de aireacion a dos niveles de la columna: bajo (barras blancas) y alto (barras grises). Letras diferentes representan
diferencias significativas; los datos fueron analizados por prueba de Tukey (a=0.05).

El tiempo en el que los cultivos alcanzan la maxima tasa de produccion de CO; (80 a 100 h)
es similar al obtenido en la seccion 9.1.1. (en temperaturas de 28 a 32°C), y al reportado
por van Breukelen ef al. (2011) y Porcayo-Loza (2014). La disminucion en la produccion
de CO; en las columnas aireadas con flujos de 0.96 y 1.28 VKGM sugiere que esas

intensidades de aircacion podrian estar afectando negativamente cl crecimicnto del
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microorganismo (Arzumanov et al., 2005). El tiempo lag en csos tratamientos aumento, por
lo que posiblemente la aireacion tenga un efecto en las primeras etapas de crecimiento del
microorganismo; sin embargo, los valores registrados son similares al reportado por Dorta

et al. (1996) de 48 h.

Los flujos de aire suministrados (0.16 a 1.28 VKGM) en esta seccion no ocasionaron un
crecimiento y esporulacion heterogénca en el biorreactor en contraste con lo rcportado para
M. anisopliae (Ma59) donde flujos de 0.8 VKGM ocasionan heterogeneidad de ambos en
diferentes niveles del biorreactor (Porcayo-Loza, 2014). La alta produccion de conidios
(supcrior a 1x10° conidios/gms) en los tratamicntos de 0.16, 0.33 y 0.66 VKGM sugicre
que las bajas tasas de aireacion no s6lo permiten un buen desarrollo del microorganisino,
sino que también permiten buenos rendimientos de produccion de conidios (Arzumanov ef
al., 2005). La produccion dec conidios cn este cxperimento no parece estar asociada a la
humedad del sustrato; por lo que se cree valores dc humedad dentro del rango de 31.8 a

35.8% no afectan la produccion de conidios.

Se determina que los tres flujos de aireacion mas bajos (0.16, 0.33 y 0.96 VKGM) permiten
un mejor crecimiento del microorganismo y mayores rendimientos de esporulacion por lo

quc cualquicra de ellos pucde scr utilizado cn los siguicntes cxperimentos.

9.1.3. Efecto de la relacion L/D
La rclacion L/D cs escncial ¢n cl disciio y cscalamiento de biorrcactores. En cstc

experimento se evalud el efecto de la relacion L/D utilizando tres diferentes niveles (7.5,

4.28 y 3.33) sobre la produccion de CO, y esporulacion de M. robertsii.

Se obscrvo disminucion en la produccion de CO; al reducir la relacion L/D. (Grafico 12.A).
En todos los tratamientos se alcanzo la maxima tasa de produccion de CO, entre las 80 y
100 h de fermentacion. En los biorreactores con L/D= 7.5 se obtuvo una tasa maxima de
produccion de CO; de 0.46 mg/gmsi*h y una produccion final de CO, de 47 mg/gmsi, estos
valores son estadisticamente mayores a los obtenidos en los biorreactores de L/D de 4.28 y
3.33 (t student, a=0.05). A la vez, en los biorreactores de L/D=7.5 se obtuvo un tiempo lag

de 30.85 h; cl cual cs significativamcnte mcnor (t student, a=0.05) al obtenido cn los otros
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biorreactores (Tabla 14). En los biorreactores con la relacion L/D de 3.33 se observo
aumento de temperatura en el centro del lecho de fermentacion, el cual llegé hasta los 35°C
a las 74 h de fermentacidon (Grafico 12.B). Ademas, en esos biorreactores se observo
deshidratacion del sustrato; registrando una humedad final del sustrato de 22.55%, la cual
es estadisticamente menor (Tukey, a=0.05) en comparacion a los demas biorreactores
(Tabla 14). La esporulacién en todos los tratamientos alcanzé rendimientos superiores a

2x10° conidios/gms; los cuales, son cstadisticamente iguales entre si (Tukey, 0=0.05).

Tabla 14. Comparacién de los pardmetros cinéticos tiempo lag y tasa exponencial de produccién de CO, (n),
produccién de conidios y humedad final del sustrato en biorreactores de columna empacada de diferentes L/D con
aireacién forzada (6.37 cm/min).

Diamtero L/D Tiempo lag n Produccion de conidios | Humedad final
(mm) (h) (/h) (conidios x 10°/gms) ~del sustrato
; (%)
20 7.50 30.85° | 0.065° 2.1° 28.99°
35 4.28 37.81° 0.051* 2.8° 28.35°
45 3.33 41.5° 0.059° 2.3 2255

Letras diferentes representan diferencias significativas; los parametros cinéticos se analizaron con t student
(¢=0.05) y la produccién de conidios y la humedad con prucba de Tukey (a=0.05).
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Grifico 12. (A) Tasa de produccion de CO; y (B) perfil de temperatura en el centro del lecho de fermentacién en
biorreactores de columna aireados con diferentes relaciones L/D.
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El aumento de temperatura y la deshidratacion del sustrato podrian generar condiciones que
afectan negativamente el crecimiento de M. robertsii. Estos fenomenos se pucden asociar al
aumento del diametro de las columnas, ya que un aumento del didmetro dificulta la
remocion dc calor por mecanismo conductivo (expresado cn direccion radial) debido a la
baja conductividad térmica del arroz. Por tanto, gran parte de la remocion de calor sc llcva
a cabo por conveccidn y evaporacion (Fanei y Vaziri, 2009). Es posible que la disipacion
de calor por cvaporacion sca la responsablc dc la pérdida de agua en los biorrcactores de

L/D=3.33.

Algunos cultivos de M. anisopliae cn biorrcactores de columna con L/D de 4 y 2.13 han
presentado gradicntes de temperatura de 6 y 9°C, respectivamentc; cste incremento cn la
temperatura del lecho afecté negativamente el crecimiento y la esporulacion (Dorta et al.,
1998). Un efecto similar se obtuvo en este trabajo en los biorreactores con L/D= 3.33; en
ellos, se observo una disminucion en la produccion de CO;. Sin embargo, la esporulacion
no disminuyd; posiblemente, al igual que otras cepas de Metarhizium robertsii Xoch 8.1 es
tolerante a temperaturas de 35°C (Ouedraogo ef al., 1997). Ademads, se cree que la
deshidratacion presentada en biorreactores de L/D=3.33 no afect6 negativamente al cultivo
ya que se ha reportado que algunas cepas del género Metarhizium pueden dcsarrollarse y

esporular en arroz con 22.34% de humedad (Prakash er al., 2008).

El aumento del suministro de aire himedo al biorreactor podria contribuir a la disipacion
del calor acumulado; sin embargo, como se demostrd la seccion 9.1.2., el aumentar el flujo
de aire puede ocasionar afectos negativos en el desarrollo del microorganismo y su
esporulacion. Por lo que se sugierc como cstratcgia para evitar acumulacioncs dc calor
metabolico utilizar biorreactores con relaciones L/D altas. En este caso se recomienda la
relacion L/D mas alta (7.5), donde se obtuvo la mayor produccion de CO, y una alta

produccion de conidios.

9.2.Produccion de conidios en biorreactores de escala intermedia
Los pardmetros de disefio y operacion determinados en las secciones anteriores
(temperatura, aircacion y L/D) sc utilizaron para la produccion de conidios cn biorrcactores

de columna empacada de escala intermedia. Se operd un biorreactor tubular con capacidad
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de 1700 gms. Al final del proceso, se compararon los rendimientos de produccion de

conidios con los obtenidos en biorreactores de charolas y bolsas (500 gms de capacidad).

En el biorreactor de columna empacada se midio la produccion de CO, durante la
fermentacion. La maxima tasa de CO; (0.223 mg/gms*h) se obtuvo a las 130 h de cultivo.
La produccion total de CO; en 7 dias de fermentacion fue 17.30 mg/gms (grafico 13). La
tasa especifica de produccion de CO; y el tiempo lag del cultivo fueron 0.032 h'y77.17h,

respectivamente.
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Grifico 13. Produccién de CO; en biorreactor de columna empacada de escala intermedia. Cuadros azules;
produccién de CO, (mg/gmsi) y asteriscos rojos; tasa de produccién de CO, (mg/gms*h)

Al final de la fermentacion se desempacd contenido del biorreactor de columna y se
secciond en 6 partes iguales; en cada seccion, se midio la temperatura interna en el centro
del lecho y se tomaron 6 muestras de 1 g al azar para la medicién de humedad y produccion

de conidios.

La temperatura en el centro del lecho de fermentacion fue de 36°C + 1. Se determinaron
valores similares de humedad en las secciones 1, 2, 3 y 4 (Tukey, a=0.05) los cuales
oscilaron entre 31.5 y 35%. La humedad de la seccion 5 fue similar a la inicial (30%) y en

la seccion 6 se observd una pérdida de agua, hasta presentar 26.5% de humedad. La
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humedad en ambas secciones (5 y 6) fue significativamente menor a la cuantificada cn
demas secciones del biorreactor (Tukey, a=0.05) (Grafico 14-B). La produccion de
conidios en las secciones 1, 2, 3, 4, y 5 fue homogénea (homogeneidad de varianza) y
prescntd valores de 0.34 y 0.89 x10° conidios/gms. Los rendimientos dc produccion de
conidios en esas secciones fueron estadisticamente mayores (Tukey, a=0.05) al obtenido en

la seccion 6 (la altura mas baja) (Grafico 14-A).

La comparacion dc humedad y produccion de conidios en tres tipos de biorreactor (bolsa,
charola y columna) se realizo tomando en cada biorreactor 15 muestras al azar de 1 g. La
humedad final presenté valores por arriba del 31% en los biorreactores de bolsa y charolas
los cuales son estadisticamente similares entre si; el biorreactor de columna presentd una
humedad estadisticamente menor en comparacion a esos biorreactores (Tukey, 0=0.05)
(Tabla 15). Los mayores rendimientos de produccion de conidios se obtuvieron en los
biorreactores dc columna y charolas. En los biorreactores de columna sc obtuvieron
mayores rendimientos dc produccion de conidios en comparacion con la bolsa (Tukcy,

a=0.05); los cuales fueron hasta un 30% mayores (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacién de la produccién de conidios y humedad final del sustrato en biorreactores de escala
intermedia de diferentes tipos.

Tipo de Biorreactor Humedad final (%) Produccién de conidios
(conidios x 10%/gms)

Columna 30.38" 0.89°

Charola 31.9° 0.82% O

Bolsa 3177 0.62°

Letras diferentes representan diferencias significativas; la produccién de conidios y la humedad se analizé con prueba
de Tukey (a=0.05).
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Al aumentar la escala del biorreactor de columna se observé una disminucion en la
produccion de CO, y de conidios. Al comparar ambas cscalas (pequefia ¢ intermedia) se
determind que los parametros asociados al CO, como son la produccion total, la maxima
tasa de produccion y la tasa especifica de produccion disminuyen hasta 50%. El tiempo cn
el que sc alcanza la méaxima tasa de producciéon de CO; aumenta de 100.5 a 137.7 h.
Ademas, se determind que la produccion de conidios presenta una disminucion de hasta
56%. La disminucion dc la produccidon de conidios y CO, podria cstar asociada a dos
fendmenos observados: 1) deshidratacion del sustrato y 2) aumento de la temperatura del

lecho de fermentacion.

Al aumentar Ia escala en el biorreactor de columna empacada de 200 mL a 20 L (volumen
de empaque) para la produccion de conidios de M. anisopliae, van Breukelen ef al. (2010),
propusieron regular la temperatura del lecho de fermentacion alimentando aire (50-150
L/min) scgun un balancc dindmico de produccion de calor en el cultivo. Sin embargo, cl
biorreactor de mayor cscala sc presenté deshidratacion del sustrato. En cse experimento, al
aumentar de escala, se determiné que el tiempo de cultivo donde se alcanza la maxima tasa
de produccion de CO; aument6 de 80 a 110 h y que la produccion de conidios disminuye
hasta 40%. Estos efectos se observaron en este trabajo y pudieron deberse a la
deshidratacion del sustrato o por un exceso en el suministro de aireacion (Arzumanov ef al.,
2005). En cste trabajo sc determind que los flujos de aireacion de 0.16 a 0.66 VKGM no
afectan la esporulacion de Metarhizium roberisii Xoch 8.1 por lo que se podria descartar un
efecto nocivo por la aireacion suministrada. Considerando que en las secciones 1, 2,3 y 4
la humedad final registrada no fue menor a la de los biorreactores de pequeiia escala, no se
podria explicar la disminucion de produccidon de CO, y conidios en términos de humedad.
Abundando en esto, se observaron rendimientos de esporulacion similares en las secciones
1,2, 3,4y 5; por lo que se podria pensar que la humedad en el sustrato en un rango entre
29 a 36% permite un buen desarrollo del microorganismo y un buen rendimicnto de
esporulacion (comprobado en anteriores secciones). Sin embargo, se denota que una
humedad del sustrato menor a 28% puede afcctar significativamente la esporulacion de M.
robertsii (Grafico 14). Este valor difiere del 22.34 % sugerido por Prakash et al. (2008)
para la produccion de conidios de M. anisopliae, por lo que se piensa que la cepa requiere

de un mayor contenido de agua en el sustrato para desarrollarse adecuadamente.
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De acuerdo a lo anterior, posiblemente el aumento de temperatura ocasionado por la
acumulacion de calor metabolico (Fanei y Vaziri, 2009) sea un factor de mayor impacto en

el descenso de produccion de CO, y conidios en el biorreactor de escala intermedia.

Al final de la fermentacidon la temperatura del centro del lecho fue de 36°C, con base al
perfil de temperaturas registrado en el experimento de variacidn L/D, se cree que la
temperatura del lecho de fermentacidn alcanzé un maximo mayor a 36°C. Esto debido a
que al final dc la fermentacion la actividad mctabdlica desciende junto con la produccion de
calor y el lecho de fermentacion tiende al equilibrio con el entorno (Gratico 12). Esto no
ocurrid cn cl biorrcactor de cscala intermedia donde ¢l calor no alcanzo a disiparse,
ocasionando tempcraturas por encima de los 36°C las cuales son desfavorables para el
crecimiento del microorganismo (Hallsworth y Magan, 1999; Ouedraogo ef al., 1997; Ekesi
et al., 1999) y por tanto, afectan los rendimientos de esporulacion (Dorta y Arcas, 1998).
Por lo tanto, el aumento de temperatura en el biorreactor de escala intermedia explica la

disminuciéon de CO, y esporulacion.

En términos de la comparacidon entre biorreactores de diferente geometria, Méndez-
Gonzalez et al. (2016) compararon la produccion de conidios de Metarhizium anisopliae en
biorreactores de columna empacada y bolsa en pequefia escala (biorreactores con capacidad
de 30 gms), obteniendo hasta 30% méds conidios en biorreactores de columna, ese aumento
de produccion se conservd en escala intermedia en este trabajo. Los biorreactores de
charolas presentaron rendimientos de produccidon similares a la columna empacada. Se
piensa que la pequefia altura del lecho (3 c¢m) que presenta el biorreactor de charolas
permitc un buen intercambio gascoso y cvita la acumulacidn dc calor metabdlico,
generando buenas condiciones para el desarrollo del microorganismo. Algunas
modificaciones en el proceso como suministro de aireacién forzada podrian contribuir a

aumentar la produccién de conidios.

Se determind que la acumulacion de calor metabdlico en biorreactores escalados representa
un problema para la producciéon de biomasa y conidios. Esto se podria solucionar
aumentando el suministro de aireacion (en rango de 0.16 a 0.66 VKGM). Ademas, se debe
considerar suministrar aire saturado de agua para evitar deshidrataciones y/o aumentar la

humedad inicial del sustrato; la cual, a su vez, podria beneficiar a la esporulacidn como se
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menciono en la seccion 9.1.1. Se piensa que el biorreactor de columna es mejor opcién que
la bolsa para la produccién de conidios de M. robertsii, ya que en ¢l se obtuvieron mayores
rendimientos de produccion de conidios y ademas, presentan la posibilidad de implementar

sistcmas de monitoreo y control del proceso.

10. Conclusiones

En biorreactores de columna empacada de pequefa escala, las mejores condiciones para
obtener los mayores rendimientos de conidios de M. robertsii (2.06 x 10° conidios/gms)
son: temperaturas de incubacién de 30-32°C, bajos flujos dc aire (0.16, 0.33 y 0.66 VKGM)
y relaciones L/D altas (>7.5)

Se logrd producir conidios de M. robetsii con un rendimiento de produccion de conidios de
0.89 x 10°/gms en el biorreactor de escala intermedia (1850 gms) con una relacién

L/D=17.5, aireado con 0.16 VKGM e incubado a 30°C.

El biorreactor de columna empacada de escala intermedia tiene mayores rendimientos de
produccién de conidios (aproximadamente 22% mas) en comparacion con el cultivo

tradicional en biorreactor de bolsa.

11. Recomendaciones

Evaluar en términos de rcgulacion de temperatura, ¢l uso de suministro de aire himedo
100% saturado y/o aumentar cl contenido de agua cn ¢l sustrato.

Evaluar el efecto de la densidad de empaque cn ¢l biorrcactor de escala intermedia.
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